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論文内容要旨
 ゴb里
 Fヨ泉
 悪性黒色腫は皮膚の悪性腫瘍の中で最も予後の悪い腫瘍であり,早期に発見し外科的に切除す
 るのが治療のfirstchoiceである。腫瘍の厚さが2mmを越えると転移する例が増すことが統計
 学的に証明されている。また,肺をはじめとする内臓への転移性悪性黒色腫は抗癌剤や放射線な
 どの治療に抵抗性で,予後が悪いことが知られている。最近,このようなadvancedstageの悪
 性腫瘍患者にペプチド療法,樹状細胞療法が有効であることが報告され,注目を浴びている。し
 かし,その有効率は限られており,新たな治療法の開発が期待されている。以前より細菌感染を
 機に腫瘍が自然退縮することが報告されていたが,1984年にTokunagaらにより,崎co加c1θ一
 κi二"nわovi5より単離したDNAがnaturalkiHercells(NKcells)を活性化してinterferonを産
 生することや抗腫瘍効果を持つこと,そのDNAにはある特定の,いわゆるCpGmotif(s)の繰
 り返し配列が必要であることが続いて発表され,CpGmotif(s)がimmunestimulatorとして
 注目されるようになった。
目的
 CpGmotif(s)をもつCpGoligodeoxynucleotides(ODNs)を皮膚腫瘍の周囲へ投与するこ
 とによる,マウスB16メラノーマの実験的肺転移を治療できるか検討した。
方法
 1.2×!06個のB16FlOメラノーマ細胞をC57BL/6マウス(8週齢,オス)の側腹に移植し,
 4～5日後,生着を確認してからその周囲に週3回,2つのCpGmotifsをもつCpGODNs
 (5'一TCCATGACGTTCCTGACGTT-31:下線のように2つのCpGmotifsをもつ)を繰り返し
 投与した。10μg/回で投与回数を2～6回にふった実験と,投与回数を6回に固定し1回投与
 量を1～30μgにふった実験を行った。コントロールとしてCpGmotifを有しないcontro1
 0DNs(5'一TCCATGAGCTTCCTGAGTCT-3')を投与した群とPBSのみを投与した群,および
 腫瘍を移植した側腹と対側の側腹にCpGODNsを投与した群をつくり比較した。2.1.と同様
 にマウスの脇腹にB16F10細胞を移植し,その周囲にCpGODNsを投与した。その皮膚腫瘍
 を切除して切片を作成し,組織像をみた。H&E染色,CD8の免疫組織染色,およびTUNEL
 法を行った。3.1.と同様に脇腹にB16F10細胞を移植したマウスの尾静脈から,さらに2×
 105個のB16FlO細胞を静注後,生着した皮膚腫瘍の周囲にCpGODNs(3μg/回群と10μg/
 回群)を計6回投与した(肺転移モデル)。静注して2週間後にマウスの肺を取り出し,表面に
 形成された黒いコロニーを顕微鏡下に数え,コントロールと比較した。4.1.と同様に移植した
 皮膚腫瘍の周囲にCpGODNsを投与したマウスの脾細胞(5×10〒)を,B16F10細胞を静注し
 たマウスに受動転嫁し,肺コロニーの形成をみた。受動転嫁後にB16F10細胞を静注する実験
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 (予防的効果をみる実験)とB16F10細胞を静注してコロニーが生着した5日後に受動転嫁をす
 る実験(治療的効果をみる実験)を行った。次に,その脾細胞からpanning法によりCD8Tあ
 るいはCD4`Tcellsを除いて受動転嫁をし,肺コロニーの形成をみた。
 結果および考察
 1.C57BL/6マウスの皮膚に移植したメラノーマの腫瘍周囲にCpGODNsを投与したとこ
 ろ,繰り返し3回以上または10μg/回以上投与すると,皮膚腫瘍の増殖の抑制が認められた。
 2.周囲にcpGoDNsを投与した皮膚腫瘍は,腫瘍内にapoptosisに陥った腫瘍細胞の多数の
 塊が島状に認められる組織像であった。また,その塊の周囲にはCD8陽性細胞が浸潤していた。
 このことから,1.でみられたCpGODNsの抗腫瘍作用はCpGODNsの直接的な細胞毒性に
 よるものではなく,CD8陽性細胞を介した免疫学的な作用なのではないかと考えられた。3.皮
 膚の腫瘍周囲にCpGODNsを投与した肺転移モデル群の肺コロニー数は,コントロール群に比
 べて抑制されていた。CpGODNs3μg/回で抑制効果が認められた。皮膚腫瘍と対側の側腹に
 10μg/回以上のCpGODNsを投与したマウスでも同様の抗転移効果がみられたが,これは腫瘍
 抗原によるprimingを必要としないNK細胞が,これまでの文献で報告されているようにCpG
 ODNsによって活性化されたためではないかと考えた。最近CpGODNsにより腫瘍特異的な
 CTLが誘導されるという報告があり,dendriticcells(DCs)がその過程で重要な役割をはたし
 ていると考えられている。投与量を少なくした3μg/回の実験では,CpGODNsを皮膚腫瘍の
 周囲に投与した群のみに抗転移効果が認められ,これはCD8'Tcellsによるものではないかと
 考えられた。4.CpGODNsで治療したマウスの脾細胞を受動転嫁することにより,肺転移モ
 デルマウスの肺コロニーの形成を抑制することができた。これにより,CpGODNsによる抗転
 移効果は,脾細胞に含まれる免疫担当細胞を介した作用であることがわかった。さらに,その脾
 細胞よりCD8一あるいはCD4Tcellsを除いて受動転嫁すると,肺コロニーの形成の抑制効果
 は減少した。したがって,皮膚腫瘍周囲にCpGODNsを投与することによって得られる肺転移
 モデルに対する抗転移効果において,CD8'およびCD4'Tcellsが重要な役割を果たしている
 と考えられた。
結論
 転移性メラノーマは抗癌剤や放射線の効果が隈られている。皮膚メラノーマの手術的治療をす
 る前に原発巣の周囲にCpGODNsを投与することにより,肺転移の予防および治療として使え
 る可能性を示唆する結果と考えた。
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 審査結果の要旨
 細菌由来のDNAがimmunestimulatorとして最近注目されている現況を踏まえて,本論文
 では,CpGmotifsをもつ01igodeoxynucleotides(CpGODNs)の抗腫瘍効果に着目し,マウ
 スB16メラノーマの抗転移効果について検討がなされた。マウスB16メラノーマの周囲にCpG
 ODNsを投与し,既存の報告どおりに腫瘍の増殖抑制をみた。その皮膚腫瘍を組織学的に検討
 したところ,腫瘍内にapoptosisに陥った腫瘍細胞が認められ,その周囲にCD8陽性細胞が浸
 潤していた。次に,皮膚にB16メラノーマを移植したマウスに実験的肺転移を誘導し,皮膚腫
 瘍の周囲にCpGODNsを投与したところ,肺転移も抑制することができた。予防的効果だけで
 なく,すでに生着した肺転移に対しても同様の効果を確認できた。また,脾細胞の受動転嫁によ
 りこの抗転移効果が免疫細胞を介したものであることを確認し,さらにCD8陽性細胞および
 CD4陽性細胞が重要な役割をはたしていることが明らかになった。皮膚メラノーマ患者の手術
 的治療の前に原発巣の周囲にCpGODNsを投与することにより肺転移の予防および治療ができ
 る可能性を示唆する結果である。
 以上を踏まえて,本論文は,論文審査,最終審査において,博士論文としてふさわしいものと
 の審査結果を得た。
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